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ΠΕΡΙΛΗΨΗ
Το μικροβίωμα του έντερου των καρκινοειδών συμβάλλει στην αφομοίωση της 
τροφής και κατ’ επέκταση στη διαδικασία της πέψης, ενώ συνάμα συμβάλλει στη 
μείωση της θνησιμότητας από παθογόνα βακτήρια. Ως εκ τούτου, αυτή η μικροβιακή 
κοινότητα είναι ιδιαίτερα σημαντική για την πρακτική της υδατοκαλλιέργειας. Οι 
πρόσφατες εξελίξεις στον τομέα των τεχνολογιών της αλληλούχισης του DNA 
έδωσαν την δυνατότητα για ευρύτερη κατανόηση των πολύπλοκων μικροβιακών 
κοινοτήτων που συνδέονται με διάφορα ενδιαιτήματα. Αυτές οι πρόσφατες εξελίξεις 
έχουν διευρύνει ουσιαστικά τη γνώση για τη βακτηριακή κοινότητα στο 
γαστρεντερικό σύστημα διαφόρων ειδών. Στην παρούσα πτυχιακή διατριβή 
προσδιορίστηκε η βακτηριακή ποικιλότητα του γαστρεντερικού σωλήνα ατόμων 
Macrobrachium- rosenbergii κατά το Α&Β στάδιο έκδυσης. Στα αποτελέσματα μας 
προσδιοριστήκαν 29 κοινά OTUs (OperationalTaxonomicUnits) κατά το Α&Β στάδιο 
έκδυσης. Στο Α στάδιο έκδυσης μοναδικά ήταν 12 OTUs ενώ στο Β μοναδικά ήταν 
28 OTUs. Η παρούσα πτυχιακή παρουσίασε νέα αποτελέσματα στον τομέα της 
φυσιολογίας θρέψης των καρκινοειδών και προάγει την επιστημονική μελλοντική 
έρευνα σχετικά με το γαστρεντερικό σύστημα των καρκινοειδών.
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ABSTRACT
This thesis aims to study the gut bacterial communities during the two-stage 
molt cycle using the diversity of the 16S rRNA gene by 454 pyrosequencing, in the 
freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii. The number of bacterial operational 
taxonomic units (OTUs) increased from stages A to B. Twenty-nine common OTUs 
(OperationalTaxonomicUnits) during the A & B molt stage were identified while 12 
OTUs were unique for molt stage A and 28 OTUs were unique for molt stage B. The 
exact role of the corresponding specific bacterial communities in the animal’s 
physiology and growth are areas that remain to be further investigated.
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ
1.1.ΒΙΟΛΟΓΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΚΑΡΚΙΝΟΕΙΔΩΝ
Τα δεκάποδα (Decapoda) καρκινοειδή αποτελούν μία τάξη της κλάσης των
μαλακόστρακων (Malacostraca), του υποφύλου των καρκινοειδών (Crustacea), του 
φύλου των αρθρόποδων (Arthropoda) του ζωικού βασιλείου (Animalia), και στην 
οποία περιλαμβάνονται οι γαρίδες, οι αστακοί, οι καραβίδες και τα καβούρια. Η 
παρουσία των πέντε ζευγαριών θωρακικών ποδιών (περιόποδα) αποτελεί τη βάση για 
την ονομασία δεκάποδα. Τα μέλη της τάξης των δεκάποδων παρουσιάζουν μεγάλη 
ποικιλομορφία στο μέγεθος και στη δομή τους. Τα είδη των μακρόουρων (π.χ. 
γαρίδες), που μπορούν να είναι τόσο μικρά όσο 1 cm σε μήκος, έχουν επίμηκες σώμα 
με επιμηκυσμένες κοιλίες, καλά ανεπτυγμένα ουροπόδια, και συχνά μακριά, λεπτά 
πόδια. Γενικά, τα δεκάποδα είναι κυρίως θαλάσσιοι υδρόβιοι ζωικοί οργανισμοί που 
αφθονούν στα θερμά και ρηχά τροπικά νερά, αλλά αξιοποιούνται εμπορικά σε όλο 
τον κόσμο. Περίπου το 10% των γνωστών ειδών των δεκάποδων καρκινοειδών 
διαβιούν σε βιότοπους του γλυκού νερού ή σε χερσαίους. Τα περισσότερα δεκάποδα 
του γλυκού νερού διαβιούν ολόκληρο τον κύκλο ζωής τους στο γλυκό νερό, 
εκκολάπτοντας συνήθως τα νεαρά άτομά τους έως μικροσκοπικούς ενηλίκους. 
Αναφορικά με τη μετακίνηση-κολύμπι των δεκάποδων καρκινοειδών, δύο είναι οι 
βασικοί τύποι μετακινήσεων: 1) κολύμβηση και 2) βάδιση, αν και τα μακρόουρα 
δεκάποδα (π.χ. γαρίδες, καραβίδες, αστακοί) είναι σε θέση να κινηθούν γρήγορα προς 
τα πίσω με την ευλυγισία των κοιλιών τους. Μία άλλη συμπεριφορά που 
επιδεικνύουν είναι η κατασκευή φωλεών την οποία επιτυγχάνουν με τη βοήθεια των 
πλεόποδιων ή με το σκάψιμο των θωρακικών ποδιών (Εικόναΐ) (Martin & Davis, 
2001).
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Ηπατοπάγκρεας Γαστρικός μύλος Σύνθετο μάτι 1. Κεραία
2. Κεραία
φωτεινά σημεία Βράγχια Τριχοειδή φίλτρα
6 φιλτροειδή ττόδια5 βαδιστικά πόδια
θωρακικα ποδιάΑκραίο μέρος Πλευστικά πόδια
Εικόνα 1: Ανατομία δεκάποδου καρκινοειδούς (www. Wikipedia.org).
1.2.ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΓΕΝΙΚΑ ΣΤΟΙΧΕΙΑ ΕΚΤΡΟΦΗΣ ΤΗΣ ΓΑΡΙΔΑΣ ΤΟΥ 
ΓΛΥΚΟΥ ΝΕΡΟΥ
Το Macrobrachium rosenbergii, που είναι γνωστό και ως γιγαντιαία γαρίδα 
των ποταμών, ή γιγαντιαία γαρίδα του γλυκού νερού ή μαλαισιανή γαρίδα, είναι ένα 
είδος γαρίδας γηγενές του γλυκού νερού στον Ινδο-Ειρηνικό και στη βόρεια 
Αυστραλία. Το είδος αυτό έχει σημαντική εμπορική αξία ως πηγή τροφής για τον 
άνθρωπο. Ενώ το είδος αυτό θεωρείται του γλυκού νερού, το λαρβικό στάδιό του 
εξαρτάται από το υφαλμυρό νερό (New & Valenti, 2000). Μόλις το άτομο της 
γαρίδας αυξηθεί πέρα από το πλαγκτικό στάδιο και γίνει νεαρό άτομο, θα ζήσει εξ 
ολοκλήρου σε γλυκά νερά. Το είδος M. rosenbergii ζει σε τροπικό περιβάλλον 
γλυκού νερού το οποίο δέχεται επιρροές από γειτονικές περιοχές υφάλμυρου νερού. 
Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι η ανάπτυξη των προνυμφών του πρέπει να γίνεται 
σε υφάλμυρα νερά. Συγκεκριμένα το είδος Μ. rosenbergii, βρίσκεται συχνά σε 
εξαιρετικά θολό περιβάλλον. Θηλυκά που κυοφορούν μεταναστεύουν κατάντη σε 
εκβολές ποταμών, όπου τα αυγά εκκολάπτονται και οι προνύμφες κολυμπάνε στα 
υφάλμυρα νερά. Από αυγό επώασης μέχρι τη μεταμόρφωση σε ηλικίας τεσσάρων 
ημερών, οι προνύμφες περνούν από διάφορα στάδια. Μετά τη μεταμόρφωση της
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αρχίζει πιο βενθικό τρόπο ζωής και μεταναστεύει προς την κατεύθυνση του γλυκού 
νερού (FAO, 2013).
1.2.1. Συστηματική κατάταξη
Βασίλειο : Animalia
Συνομοταξία : Arthtopoda
Υποσυνομοταξία : Crustacea
Υπέρταξη : Malacostraca
Τάξη : Decapoda
Υπόταξη : Caridea
Οικογένεια : Palaemonidae
Γένος : Macrobrachium
Είδος : M. rosenbergii (De Man, 1879).
1.2.2. Αναπαραγωγή
Η γονιμοποίηση είναι εξωτερική και παρουσιάζεται μέσα σε μερικές ώρες 
από το ζευγάρωμα με τα αυγά να μεταφέρονται υπό την κοιλία. Τα αυγά παραμένουν 
στο θηλυκό κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης, η οποία διαρκεί περίπου 3 
εβδομάδες (Wickins & Lee, 2002). Τα πορτοκαλί αυγά που φέρουν τα θηλυκά θα 
εκκολαφθούν περίπου σε τρεις εβδομάδες. Τα αυγά δύο με τρεις ημέρες πριν 
εκκολαφθούν γίνονται γκριζωπά ή καφετί. Αυτή η αλλαγή χρώματος εμφανίζεται 
δεδομένου ότι τα έμβρυα χρησιμοποιούν τα τροφικά τους αποθέματα (New, 2002). Η 
θερμοκρασία του νερού πρέπει να διατηρείται άνω των 25 °C λειτουργώντας 
προληπτικά για την απώλεια των αυγών και της διατήρησης των παραμέτρων της 
ποιότητας του νερού, αλλά και της συνολικής υγείας του γεννήτορα σε συνθήκες 
εκτρόφης (New & Valenti, 2000).
1.2.3. Μορφολογία και χρωματισμός
Το Macrobrachium rosenbergii είναι το μεγαλύτερο είδος του γένους. Τα 
αρσενικά μπορούν να φτάσουν στο συνολικό μήκος των 320 χιλιοστών, αντίστοιχα 
τα θηλυκά φτάνουν τα 250 χιλιοστών. Το σώμα τους είναι συνήθως πρασινωπό, 
καφετί και γκρι, ενώ μερικές φορές έχουν περισσότερο χρώμα μπλε. Επιπλέον
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υπάρχουν ακανόνιστες καφέ, γκρι και λεύκες λωρίδες οι οποίες είναι τοποθετημένες 
κατά μήκος. Πορτοκαλί κηλίδες βρίσκονται στις αρθρώσεις μεταξύ των κοιλιακών 
σωμιτών. Όπως όλα τα είδη των δεκάποδων, έτσι και οι γαρίδες του γλυκού νερού, 
αποτελούνται από δύο διακριτά μέρη του σώματος, τον κεφαλοθώρακα και την 
κοιλιακή χώρα (Εικόνα 2) (FAO, 2016). Τα αρσενικά και τα θηλυκά έχουν 
διαφορετικά σιάδια σωματικής αύξησης. Στα αρσενικά άτομα έχουν παρατηρηθεί 
τρεις ευδιάκριτοι τύποι : 1) τα μικρά αρσενικά (SM), 2) τα αρσενικά με πορτοκαλί 
δαγκάνες (OC), και 3) τα αρσενικά με μπλε δαγκάνες (BC). Η κανονική ανάπτυξη 
των αρσενικών είναι η εξής: SM —> OC —* BC. Τα BC έχουν εξαιρετικά μεγάλο το 
δεύτερο περιόποδο. Τα OC είναι χρώματους χρυσού. Τα SM έχουν μικρές, λεπτές και 
σχεδόν διαφανείς δαγκάνες (New, 2004).
Εικόνα 2. Γαρίδα του γλυκού νερούM.rosenbergii (www.bdfish.org) .
1.2.4.Εκτροφή M. rosenbergii
Οι γαρίδες του γλυκού νερού έχουν εκτραφεί σε αιχμαλωσία, είτε μέσω της 
αλίευσης τους όταν είναι ανηλίκες είτε με την παγίδευση τους.. Ωστόσο, η σύγχρονη 
υδατοκαλλιέργεια αυτού του είδους έχει τις ρίζες της στις αρχές της δεκαετίας του 
1960 (Ling & Costello 1979). Υπενθυμίζεται ότι τα πειράματα σχετικά με την 
εκτροφή των προνυμφών γαρίδας είχαν διεξαχθεί από θαλάσσιους βιολόγους σε όλο 
τον κόσμο, αλλά ήταν ανεπιτυχής πριν από τότε. Το 1961 μια σημαντική ανακάλυψη 
επιτεύχθηκε στο Θαλάσσιο Ινστιτούτο Αλιευτικής Έρευνας στην Πενάνγκ στη 
Μαλαισία, όταν ο Οργανισμός Τροφίμων και Γεωργίας (FAO) ανακάλυψε ότι 
γαρίδες του γλυκού νερού από προνύμφες απαιτεί υφάλμυρες συνθήκες για την 
επιβίωση της. Από τότε και έπειτα άρχισαν να καλλιεργούν το είδος σε διάφορες 
χώρες ανά τον κόσμο. Το είδος εκτρέφεται σε πολλές περιοχές του κόσμου, όπως 
στην Ασία, στη Β. και Ν. Αμερική, σε περιοχές της Δυτικής Αφρικής κ.λπ. . Η
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παγκόσμια ετήσια παραγωγή του από υδατοκαλλιέργειες ανήλθε σε 215 εκ. το χρόνο 
(Εικόνα 3) (FAO, 2013).
Εικόνα 3. Κύριες χώρες παραγωγής τηςM.rosenbergii (FAO Αλιεία Στατιστικής, 2006)
1.3.ΔΙΑΤΡΟΦΗ ΚΑΙ ΠΕΨΗ ΤΗΣ ΓΑΡΙΔΑΣ ΤΟΥ ΓΛΥΚΟΥ ΝΕΡΟΥ
Η διατροφή στο στάδιο των προνυμφών απαρτίζεται κυρίως από
ζωοπλαγκτόν, λεπτά μαλακόστρακα, πολύ μικρά σκουλήκια. Στο μετά λάρβας και 
ενήλικων στάδιο του M.rosenbergii οι οργανισμοί γίνονται παμφάγοι. Συγκεκριμένα 
τρώνε φύκη, υδρόβια φυτά, μαλάκια, υδρόβια έντομα, σκουλήκια και άλλα 
οστρακόδερμα. Επιπλέον υπάρχουν παραδείγματα συμπεριφοράς κανιβαλισμού 
κυρίως σε πυκνοκατοικημένη λίμνες. Σε συνθήκες αιχμαλωσίας οι γαρίδες τρέφονται 
με εμπορικές πλήρεις τροφές ή με συμπληρώματα, οι οποίες είναι ένα ενιαίο μίγμα 
συστατικών που εξωθούνται μέσω κρεατομηχανών και δίνονται είτε υγρές (συνήθως) 
είτε αφού έχουν αποξηραθεί στον ήλιο. Συνήθως οι τροφές περιέχουν λίπος 5 % και 
30 - 35 % πρωτεΐνη με συντελεστή μετατρεψιμότητας (FCR) 2:1 ή 3:1 που 
επιτυγχάνεται με τις ξηρές δίαιτες (New, 2002). Οι ποιοτικές πρωτεϊνικές απαιτήσεις 
του είδους είναι οι ίδιες με αυτές των άλλων καρκινοειδών άλλα και των ψαριών,
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δηλαδή τα δέκα βασικά αμινοξέα (Watanabade, 1975). Τα νεαρά άτομα απαιτούν 
λιγότερο ποσοστό ολικής πρωτεΐνης στο σιτηρέσιο τους σε σχέση με αυτό των 
λαρβών (New & Valenti, 2000).
1.3.1. Ανατομία του πεπτικού συστήματος
Το πεπτικό σύστημα των δεκάποδων καρκινοειδών απαρτίζεται από
σωληνοειδή δομή, η οποία ξεκινά από την στοματική κοιλότητα, εκτίνεται κατά 
μήκος του σώματος και καταλήγει στον πρωκτό (Εικόνα 4). Το πεπτικό σύστημα 
διακρίνεται σε τρεις περιοχές, το έντερο το οποίο με τη σειρά του χωρίζεται σε 
εμπρόσθιο, μέσο και οπίσθιο έντερο, τον πεπτικό αδένα και τα εγκολπώματα του 
εντέρου (Ceccaldi, 1997).
Το εμπρόσθιο έντερο παρουσιάζεται ως μια δομή θαλάμων ,που εκτείνεται 
στον κεφαλοθώρακα και αποτελείται από τον οισοφάγο και το στομάχι. Στις περιοχές 
αυτές πραγματοποιείται η κονιοποίηση και τη διήθηση της τροφής σε συνδυασμό με 
τη δράση ενζύμων τα οποία ενεργοποιούν την πέψη. Η διαφοροποίηση στο είδος M. 
rosenbergii σχετικά με τα υπόλοιπα δεκάποδα καρκινοειδή εμφανίζετε στο 
μηχανισμό άλεσης. Για το παραπάνω είδος η άλεση της τροφής εξαρτάται από τις 
γνάθους ενώ για τα υπόλοιπα ειδή από το γαστρικό μύλο ο οποίος λαμβάνει τόπο 
στον πρόσθιο θάλαμο του εμπρόσθιου έντερου. Εν συνεχεία τα σωματίδια της τροφής 
μεταφέρονται στο μέσο έντερο (Martin et al., 2001).
Το έντερο των δεκάποδων είναι η κυρία περιοχή της δράσης των ενζύμων 
και της απορρόφησης των θρεπτικών συστατικών. Παρουσιάζει μια καλά 
ανεπτυγμένη αδενική απόφυση η οποία είναι γνωστή ως ηπατοπάγκρεας (ή πεπτικός 
αδένας), σχηματίζοντας ένα συμπαγές συγκρότημα αγωγών και τυφλών σωλήνων, οι 
οποίοι καταλαμβάνουν μεγάλο μέρος του κεφαλοθώρακα. Η δράση του πεπτικού 
αδένα συσχετίζεται με την σύνθεση και την έκκριση πεπτικών ενζύμων, απορρόφηση 
θρεπτικών ουσιών, αποθήκευση ενεργειακών αποθεμάτων και μεταφορά ιόντων. Τα 
δύσπεπτα υλικά σχηματίζονται σε σφαιρίδια κοπράνων εντός του μέσου εντέρου και 
ωθούνται με περισταλτικές συσπάσεις στο οπίσθιο έντερο. Αυτή η τελική περιοχή 
είναι σχετικά μικρή και καταλήγει σε ένα μυϊκά ελεγχόμενο πρωκτό (Johnston & 
Freeman, 2005).
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Εικόνα 4. Το πεπτικό σύστημα του M.rosenbergii. (www.weebly.com)
1.4.ΣΤΑΔΙΑ ΕΚΔΥΣΗΣ
Τα δεκάποδα καρκινοειδή, ως αρθρόποδα, έχουν πολύ δύσκαμπτο 
εξωσκελετό, ο οποίος πρέπει να αποβληθεί (έκδυση) ώστε να επιτρέψει στο ζώο να 
αυξηθεί σε μέγεθος. Τα δεκάποδα έχουν στο σώμα τους τρεις ευδιάκριτες περιοχές, 
κάθε μία αποτελείται από διακριτά τμήματα, ή σωμίτες: 1) την κεφαλή, 2) τον 
θώρακα, και 3) την κοιλία. Το κεφάλι και ο θώρακας συγχωνεύονται και αναφέρονται 
συχνά ως κεφαλοθώρακας. Στην κεφαλή είναι συνδεδεμένα διάφορα προσαρτήματα 
σε ζεύγη. Τα πρώτα δύο ζεύγη, οι πρώτες και δεύτερες κεραίες, αποτελούνται από 
έναν τμηματικό μίσχο και μαστίγιο, και εξυπηρετούν τις αισθητήριες λειτουργίες 
όπως την όσφρηση, την αφή, και την ισορροπία (Koenemann & Jenner, 2005).
Τα μαλακόστρακα αποβάλλουν περιοδικά τον παλιό τους εξοσκελετό, με 
αποτέλεσμα τη σωματική ανάπτυξη των ιστών τους. Η διαδικασία αυτή είναι γνωστή 
ως έκδυση και είναι συνέπεια των συνεχόμενων κυκλικών μορφολογικών και 
φυσιολογικών γεγονότων. Κατά τη διάρκεια του κύκλου αλλαγής φτερώματος τα 
ζώα αυξάνουν το μέγεθος τους μέσω της απορρόφησης του νερού. Σε γενικές 
γραμμές, τα αρσενικά Macrobrachium γίνονται μεγαλύτερα από τα θηλυκά. Ο 
κύκλος έκδυσης των δεκάποδων μπορεί να διαιρεθεί τόσο σε στάδία όσο και 
υποστάδια τα όποια έχουν ταξινομηθεί από τους Drach & Tchernigovtzeff (1967). 
Στάδιο Α & B: Πραγματοποιείται εναπόθεση ασβεστίου και άλλων υλικών που 
έχουν ως αποτέλεσμα την σκλήρυνση του εξωσκελετού. Στάδιο C: Κατά τη διάρκεια 
της αποβολής του εξωσκελετού, απορροφάται νερό το οποίο βοηθά τόσο στην
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σταδιακή αντικατάσταση του όσο και στην ανάπτυξη των ιστών και των οργανικών 
και ανόργανων αποθεμάτων. Στάδιο D: Ο παλιός εξωσκελετός απορροφά ασβέστιο 
και αλλά υλικά ώστε να υποδομηθεί πλήρως, καθώς ένας νέος εξωσκελετός αρχίζει 
έντονα να διαγράφεται κάτω από τον παλιό. Στάδιο E: Το ζώο εξέρχεται από τον 
παλιό του εξωσκελετό αφού πρόσφατα έχει συντεθεί ένας εύπλαστος και καινούριος. 
Το στάδιο αυτό συνοδεύεται από ταχεία πρόσληψη νερού, με αποτέλεσμα το μέγεθος 
του ζώου να αυξάνεται.
Κατά τη διάρκεια της έκδυσης των καρκινοειδών συμβαίνουν διάφορες 
αλλαγές κυρίως στη βιοχημεία και φυσιολογία των διαφόρων ιστών. Στο στάδιο προ 
έκδυσης ιοντικές αλλαγές πραγματοποιούνται σε διάφορα τμήματα του σώματος. 
Ασβέστιο μεταφέρεται από τον παλιό εξωσκελετό μέσο του εξωκυττάριου υγρού 
προς το ηπατοπάγκρεας για αποθήκευση. Ως συνέπεια αυτού παρατηρείται μια 
αύξηση στη συγκέντρωση του ασβεστίου στο ηπατοπάγκρεας και την αιμόλεμφο, 
παρά την μείωση της συγκέντρωσης ιόντων σε όλο του το σώμα. Στο αρχικό στάδιο 
μετά την έκδυση, ο εξωσκελετός αυξάνει την ποσότητα του σε ασβέστιο ενώ 
αντίθετα τα επίπεδα ασβεστίου στο εξωκυττάριο υγρό και στο ηπατοπάγκρεας έχουν 
εξαντληθεί. Οι αλλαγές αυτές είναι ενδεικτηκές για τη σημασία του ασβεστίου στο 
σκελετό ( Fieber, 1984).
Οι ρυθμοί ροής του νερού διαπιστώνεται πως είναι αυξημένοι σε ζώα κατά 
τα όποια πλησιάζει η έκδυση, ενώ μειωμένη μετά το στάδιο της έκδυσης. 
Διαπιστώνεται επείσης πως το έντερο είναι η κυρία θέση απορρόφησης του νερού 
κατά την έκδυση. Η έκδυση και η ανάπτυξη στα καρκινοειδή επηρεάζονται από 
διαφόρους εξωγενείς παράγοντες, όπως η θερμοκρασία, η φωτοπερίοδος, η 
αλκαλικότητα του νερού, η διαθεσιμότητα τροφής αλλά και άλλοι ( Diaz-Herrera, 
1993).
1.5.ΠΡΟΒΙΟΤΙΚΟΙ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ ΚΑΙ Η ΔΡΑΣΗ ΤΟΥΣ
Ο πεπτικός σωλήνας των ζώων όπως και του ανθρώπου είναι ένα σύστημα
πολύπλοκο και μέσα σε αυτόν υπάρχει υπεράριθμος πληθυσμός μικροοργανισμών ο 
οποίος έρχεται σε επαφή συνεχώς με άλλους μικροοργανισμούς ενδογενούς ή 
εξωγενούς προέλευσης . Γνωστά είδη είναι μόνο 500 που βρίσκονται στον πεπτικό 
σωλήνα του ανθρώπου των οποίων η δράση έχουν μεγάλο όφελος για τη σωστή 
λειτουργία της κοινότητας των μικροοργανισμών του πεπτικού μας σωλήνα. Αυτού
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του είδους οι οργανισμοί ονομάζονται και προβιοτικοί όταν μας προσδίδουν 
σημαντικά οφέλη στην υγεία μας. Εκτός αυτού οι προβιοτικοί μικροοργανισμοί έχουν 
την ικανότητα να βελτιώσουν την αύξηση και την απόδοση των εκτρεφόμενων ζώων 
(Κορμάς & Μεζίτη,2011).
Η προστασία που προσφέρουν οι προβιοτικοί μικροοργανισμοί στα 
εκτρεφόμενα είδη δεκάποδων είναι διπλή. Καταρχήν παρέχουν βελτίωση της 
αύξησης, μέσω καλύτερης αφομοίωσης θρεπτικών στοιχείων τα οποία αποτελούν 
προϊόντα του μεταβολισμού των προβιοτικών μικροοργανισμών. Επιπλέον, επειδή οι 
προβιοτικοί μικροοργανισμοί έχουν συνήθως ανταγωνιστικό πλεονέκτημα αύξησης 
έναντι των παθογόνων, μειώνουν σημαντικά τη θνησιμότητα από παθογόνα βακτήρια 
(Πίνακας 1.1.),(Κορμάς & Μεζίτη,2011).
Το επιστημονικό ενδιαφέρον για το ρόλο των προβιοτικών μικροοργανισμών 
τόσο σε φυσικούς πληθυσμούς δεκαπόδων, όσο και σε εκτρεφόμενους, έχει 
εντατικοποιηθεί από το τέλος της δεκαετίας του 1990. Οι υδατοκαλλιέργειες των 
καρκινοειδών αναπτύχθηκαν ταχύτατα τα τελευταία χρόνια με τις καλλιέργειες των 
γαρίδων να παρουσιάζουν ετήσιο ρυθμό αύξησης της τάξης 16,8%. Ταυτόχρονα 
όμως, οι ζημίες από τις ασθένειες των γαρίδων έφτασαν στα τρία δισεκατομμύρια 
δολάρια (Farzanfar,2006). Οι αρνητικές επιπτώσεις της χρήσης αντιβιοτικών στις 
υδατοκαλλιέργειες, για τη δημόσια υγεία και για την αύξηση της ανθεκτικότητας των 
παθογόνων βακτηρίων στα αντιβιοτικά, υπέδειξαν τη χρήση των προβιοτικών για την 
καταπολέμηση των ασθενειών στις υδατοκαλλιέργειες (Vasseharan et al.,2003).
Πέρα από τη θετική τους επίδραση στην επιβίωση και την αύξηση των 
εκτρεφόμενων ειδών οι προβιοτικοί μικροοργανισμοί συνεισφέρουν και στη μείωση 
της επιβάρυνσης του περιβάλλοντος μέσω της μείωσης του εξερχόμενου οργανικού 
άνθρακα από τη λειτουργία των υδατοκαλλιεργειών, της αύξησης της διαύγειας του 
νερού και της νιτροποίησης (Kim et al.,2006, Li et al.,2006).
Οι προβιοτικοί μικροοργανισμοί που χρησιμοποιούνται στις 
υδατοκαλλιέργειες έχουν πολλές φυλογενετικές καταγωγές. Ωστόσο, τα περισσότερα 
από τα προβατικά που μελετήθηκαν ανήκουν σε δυο φυλα, τα Firmicutes (π.χ. το 
Bacillusspp., Lactobacillusspp., Lactococcusspp. κλπ) και το Gammaproteobacteria 
(π.χ. το Vibriospp., Pseudomonas spp., Shewanellaspp. κλπ) (Gatesoupe, 2007). Οι 
μικροοργανισμοί που έχουν εξεταστεί είναι Gram + βακτήρια ( Bacillusspp., 
Micrococcussp., Lactobacillusspp.), Gram -  βακτήρια ( Vibriospp., Pseudomonas
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spp., Bdellovibriospp. ), ζυμομύκητες ( Saccharomycesspp., Phaffia sp. ) και 
μικροφύκη ( Tetraselmissp.).
Τα πιο καλά μελετημένα προβιοτικά για καρκινοειδές ανήκουν στο γένος 
Bacillus. Τα Bacillusspp., είναι σαπροφυτικά βακτήρια που σχηματίζουν Gram + 
σπόρια σε ένα ευρύ φάσμα του περιβάλλοντος ( στον αέρα, το νερό, το έδαφος, τη 
σκόνη και τα ιζήματα). Τα Bacillus βρίσκονται παντού και κυριαρχούν στη θαλάσσια 
μικροβιακή κοινότητα και συγκεκριμένα τόσο στη στήλη του νερού όσο και στο 
ίζημα. Θεωρούνται αυτόχθονες οργανισμοί τις εντερικής βακτηριακής κοινότητα των 
καρκινοειδών και εισέρχονται στο έντερο μέσω της τροφής ή του νερού ( Li et al., 
2007).
Πίνακας 1.1.: Προβιοτικοί μικροοργανισμοί σε είδη δεκάποδων.
Είδος δεκαπόδου Προβιοτικός
μικροοργανισμός
Επίδραση Αναφορά
Litopenaeus
vannamei
Lactobacillus
plantarum
Ανοσολογική
απόκριση
Chiu et al. (2007)
Bacillus
licheniformis
Ανοσολογική
απόκριση
Li et al. (2007)
Bacillus spp. Θρέψη-Αύξηση Gomez & Shen 
(2008)
Penaeus monodon Bacillus sp. Κατά Vibrio harveyi Rengpipat et al. 
(2003)
Bacillus pumilus, B. 
sphaericus, B.
subtilis
Κατά Vibrio spp., V. 
harveyi
Purivirojkul et
al.(2006)
Macrobrachium
rosenbergii
Bacillus spp. Θρέψη-Αύξηση Deeseenthum et al. 
(2007)
1.6.ΣΤΟΧΟΣ
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο προσδιορισμός της ποικιλότητας και 
της αφθονίας των βακτηρίων που υπάρχουν στο πεπτικό σωλήνα ατόμων M. 
rosenbergii κατά το Α&Β στάδιο έκδυσης, με σκοπό την σύγκριση τους για τη 
διερεύνηση των γνώσεων μας που αφορούν τις μεταβολές της βακτηριακής 
ποικιλότητας του εντερικού σωλήνα κατά τα δύο προαναφερθέντα στάδία έκδυσης.
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
2.1. ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ ΚΑΙ ΑΠΟΜΩΝΟΣΗ ΙΣΤΩΝ
Η συλλογή των καραβίδων έγινε από το Πανεπιστήμιο του Birmingham των
ΗΠΑ. Για τις ανάγκες της παρούσας εργασίας μελετήθηκε ο πεπτικός σωλήνας 10 
ατόμων του είδους M. rosenbergii πέντε κατά το στάδιο έκδυσης Α και πέντε κατά το 
στάδιο έκδυσης Β. Μετά τη δειγματοληψία οι γαστρεντερικοί σωλήνες 
αποθηκεύτηκαν προσωρινά στους -80°C και στη συνέχεια στάλθηκαν σε ειδική 
συσκευασία με ξηρό πάγο στο Τμήμα Γεωπονίας, Ιχθυολογίας και Υδάτινου 
Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας στο Βόλο, για να πραγματοποιηθεί η 
απομόνωση του βακτηριακού DNA από τους ιστούς.
Για την απομόνωση του βακτηριακού DNA από τα δείγματα εντέρων 
χρησιμοποιήθηκε το PowerSoil DNA I solation Kit (MoBio, Carlsbad, CA, USA) 
συμφώνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (Εικόνα 5). Αυτό το κιτ απομόνωσης 
χρησιμοποιείται ευρέως για την απομόνωση του μικροβιακού γονιδιωματικού DNA 
από εδάφη, κόπρανα και άλλα περιβαλλοντικά δείγματα, ενώ έχει χρησιμοποιηθεί και 
σε ιστούς έντερου. Η ανίχνευση του βακτηριακού DNA πραγματοποιήθηκε με την 
τεχνολογία της πυροάλληλουχισης (pyrosequencing) για την ποικιλοτητα της 
περιοχης V3-V4 του γονιδιου 16S rRNA με τη χρήση ειδικών εκκινητών (Klindworth 
et al. 2012).
Εικόνα 5: PowerSoil DNA I solation Kit
2.2.ΜΕΘΟΛΟΛΟΓΙΑ
Συμφώνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή: 0,25 γραμμάρια δείγματος ιστού 
έντερου προστίθενται σε αποστειρωμένο παρεχόμενο φιαλίδιο όπου με τη βοήθεια 
του buffer το οποίο περιέχει πραγματοποιείται:
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α) Διασπορά των σωματιδίων του ιστού.
β) Διάλυση των χουμικών οξέων.
γ) Προστασία των νουκλεικών οξέων από την αποικοδόμηση.
Ακολουθεί ήπια ανάδευση με σκοπό να ανατηχθούν τα συστατικά του 
PowerBead για να αρχίσει η διασπορά του δείγματος. Έπειτα προστίθενται 60μ1 
διαλύματος (C1) και ακολουθεί ξανά ήπια ανάδευση. Στη συνεχεία πραγματοποιείται 
φυγοκέντρηση στα 10,000 x g για 30 δευτερόλεπτα σε θερμοκρασία δωματίου.
Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε αποστειρωμένο φιαλίδιο των 2ml, στο οποίο 
προστίθενται 250μ1 διαλύματος C2. Ακολουθεί ανάδευση για 5 δευτερόλεπτα, 
επώαση στους 4°C για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση στα 10,000 x g σε θερμοκρασία 
δωματίου για περίπου 1 λεπτό και μεταφορά 600μ1 υπερκείμενου σε αποστειρωμένο 
φιαλίδιο. Αξίζει να σημειωθεί πως για την καλύτερη απόδοση του DNA και την 
ποιότητα, αποφεύγεται τυχόν μεταφορά ιζήματος. Στο υπερκείμενο προστίθενται 
200μ1 διαλύματος C3 και ακολουθεί ήπια ανάδευση -  επώαση για 5 λεπτά στους 4°C, 
φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 λεπτό στους 10,000 x g και μεταφορά 
750 μ1 υπερκείμενου σε καθαρό φιαλίδιο των 2ml. 1,2 ml διαλύματος C4 
προστίθενται στο υπερκείμενο δίνοντας τελικό όγκο περίπου 1.9 ml. ακλουθεί ήπια 
ανάδευση, μεταφορά περίπου 675μ! σε φιαλίδιο που διαθέτει φίλτρο πυριτίου, 
φυγοκέντρηση στα 10,000 x g για 1 λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου και απόρριψη 
του διηθήματος. Το βήμα αυτό επαναλαμβάνεται άλλες δυο φορές ώστε να διηθηθούν 
αι τα 1.9 ml. Στο βήμα αυτό το DNA δεσμεύεται στο φίλτρο πυριτίου. Στη συνέχεια 
προστίθενται 500 μ1 διαλύματος C5, πραγματοποιείται φυγοκένρηση για 30 
δευτερόλεπτα στα 10,000 x g σε θερμοκρασία δωματίου και απόρριψη του 
διηθήματος το οποίο στην παρούσα φάση δεν περιέχει DNA αλλά οργανικά και 
ανόργανα απόβλητα. Το διάλυμα C5 είναι διάλυμα αιθανόλης και χρησιμοποιείται 
για να καθαρίσει περαιτέρω το DNA που είναι δεσμευμένο στο φίλτρο πυριτίου. Για 
την απομάκρυνση όλης της ποσότητας του διαλύματος C5 πραγματοποιείται ξανά 
φυγοκένρηση για 1 λεπτό στα 10,000 x g σε θερμοκρασία δωματίου. Εν συνεχεία το 
φίλτρο τοποθετείται σε νέο αποστειρωμένο φιαλίδιο των 2 ml και πραγματοποιείται 
προσθήκη στο κέντρο του φίλτρο 100 μ1 διαλύματος C6. Ακολουθεί μια τελευταία 
φυγοκέντρηση και με τη βοήθεια του C6 το DNA αποδεσμεύεται από το φίλτρο στο 
φιαλίδιο.
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2.3.ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ
Ο απαραίτητος εξοπλισμός για την υλοποίηση του πειράματος απαιτεί:
α) Μικροφυγόκεντρος (10,000 x g) 
β) Σιφώνια - Πιπέτες (50 μΐ 500 μΐ)
γ) Vortex -  Genie 2 Vortex (MO BIO Catalog# 13111-V or 13111-V-220) 
δ) Vortex Adapter (MO BIO Catalog # 13000 -  V1-24).
Επιπλέον απαιτείται ως αντιδραστήριο 100% αιθανόλη.
Πίνακας 2.1.: Περιεχόμενα του kit
Kit Catalog # 12888-50 Kit Catalog # 12888-100
Component Catalog # Amount Catalog # Amount
PowerBead Tubes 
(contain 750 Dl 
solution)
12888-50-PBT 50 12888-100-PBT 100
PowerSoil® 
Solution C1
12888-50-1 3.3 ml 12888-100-1 6.6 ml
PowerSoil® 
Solution C2
12888-50-2 14 ml 12888-100-2 28 ml
PowerSoil® 
Solution C3
12888-50-3 11 ml 12888-100-3 22 ml
PowerSoil® 
Solution C4
12888-50-4 72 ml 12888-100-4 144 ml
PowerSoil® 
Solution C5
12888-50-5 30 ml 12888-100-5 2 x 30 ml
PowerSoil® 
Solution C6
12888-50-6 6 ml 12888-100-6 12 ml
PowerSoil® Spin 
Filters (units in 2 
ml tubes)
12888-50-SF 50 12888-100-SF 100
PowerSoil® 2 ml 
Collection Tubes
12888-50-T 200 12888-100-T 400
2.3. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ
Η βιοπληροφορική ανάλυση των αποτελεσμάτων πυροαλληλούχισης έγινε με 
την βοήθεια του προγράμματος MOTHUR 1.28.0 ενώ η ταξινομική κατάταξη 
πραγματοποιήθηκε με την διαδικτυακή πλατφόρμα SINA (https://www.arb- 
silva.de/aligner), σύμφωνα με την τελευταία έκδοση SILVA για την μικρή (16S) 
υπομονάδα του ριβοσωμικού RNA.
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3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Μετά την ανάλυση των δεδομένων πρόεκυψαν οι ακόλουθες παρατηρήσεις. 
Αναλυτικά ο Πινάκας 3.1. απεικονίζει τους μέσους όρους των OTUs κατά το στάδιο 
έκδυσης Α, ενώ ο Πιν. 3.2. κατά το στάδιο έκδυσης Β. Για κάθε στάδιο έκδυσης 
πραγματοποιήθηκε πυροαλληλούχηση σε 5 άτομα.
Επιπλέον παρατηρήθηκε η ύπαρξη ειδών βακτηρίων τα όποια κυριαρχούν 
αριθμητικά έναντι των υπολοίπων. Τα κυρίαρχα βακτήρια διαφοροποιούνται ανάλογα 
με το στάδιο έκδυσης. Συγκεκριμένα επιλέχτηκαν τα τρία ειδή βακτηρίων με την 
υψηλότερη αφθονία σε κάθε στάδιο έκδυσης για τις πέντε διαφορετικές επαναλήψεις. 
Τα τρία ειδή βακτηρίων που βρίσκονται στην υψηλότερη αφθονία, όταν λαμβάνονταν 
υπόψη το σύνολο των δειγμάτων του στάδιο Α ήταν οι Otu0008, Otu0001 και 
Otu0003 και του στάδιο Β ήταν οι Otu0005, Otu0004 και Otu0001. Εν συνεχεία στο 
Σχήμα 3.1. παρουσιάζονται μεταξύ των κοινών βακτηριακών ειδών του σταδίου Α&Β 
το είδος Otu0003 με υψηλότερο ποσοστό αφθονίας 40% κατά το στάδιο Α και το 
είδος Otu0001 με ποσοστό 63% κατά το στάδιο Β.
Πίνακας 3.1.: Μέσος όρος αφθονίας των βακτηρίων που βρέθηκαν στο έντερο των 
δειγμάτων κατά το στάδιο Α.
Group MBA Τ.Α.*
(±)
Group MBA Τ.Α.
(±)
Group MBA Τ.Α.
(±)
Otu0001 720,8 737,8 Otu0082 0 0 Otu0053 0,2 0,4
Otu0003 959,2 896,9 Otu0084 0 0 Otu0061 0 0
Otu0004 69 79,8 Otu0025 0,6 0,5 Otu0089 0,2 0,4
Otu0005 11 7,8 Otu0092 0 0 Otu0076 0,4 0,9
Otu0008 174,4 211,3 Otu0036 0 0 Otu0102 0 0
Otu0007 132,6 192,1 Otu0033 0,2 0,4 Otu0113 0 0
Otu0012 15,6 14,9 Otu0103 0 0 Otu0117 0,4 0,5
Otu0002 81,4 106,9 Otu0105 0 0 Otu0128 0 0
Otu0006 25,2 38,7 Otu0035 1 1,7 Otu0136 0 0
Otu0011 0,8 1,3 Otu0051 0 0 Otu0164 0 0
Otu0009 44 35,0 Otu0125 0 0 Otu0240 0 0
Otu0014 50 107,1 Otu0060 1 1,4 Otu0247 0 0
Otu0010 45,2 101,1 Otu0057 0,4 0,5 Otu0250 0 0
Otu0013 32,4 71,3 Otu0026 0,2 0,4
Otu0015 12,2 16,4 Otu0037 0 0
Otu0017 16,2 20,4 Otu0046 0 0
Otu0023 0 0 Otu0052 0,6 0,9
Otu0021 0,4 0,5 Otu0056 0,8 1,8
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Otu0020 1,8 1,6 Otu0177 0 0
Otu0024 0,4 0,9 Otu0044 0,4 0,9
Otu0039 0 0 Otu0059 0,6 0,9
Otu0029 0,6 0,9 Otu0095 0 0
Otu0027 4,8 10,7 Otu0097 0,6 1,3
Otu0028 0 0 Otu0181 0 0
Otu0038 3 6,7 Otu0041 0,4 0,5
Otu0022 0,8 0,8 Otu0048 0,2 0,4
Otu0045 0 0 Otu0047 0 0
Otu0031 2,2 2,3 Otu0043 0 0
*Τυπική απόκλειση
Πίνακας 3.2.: Μέσος όρος αφθονίας των βακτηρίων που βρέθηκαν στο έντερο των 
δειγμάτων κατά το στάδιο Β.
Group MBB Τ.Α.
(±)
Group MBB Τ.Α.
(±)
Group MBB Τ.Α.
(±)
Otu0001 1535 817,9 Otu0084 2,2 4,9 Otu0089 0,2 0,4
Otu0003 18,8 19,3 Otu0025 0,4 0,5 Otu0076 0 0
Otu0004 241,6 190,1 Otu0092 1,8 4,0 Otu0102 0,4 0,5
Otu0005 183,6 334,8 Otu0036 1,6 2,1 Otu0113 0,4 0,9
Otu0008 0 0 Otu0033 1,2 1,6 Otu0117 0 0
Otu0007 6,2 7,8 Otu0103 1,4 3,1 Otu0128 0,4 0,9
Otu0012 113,4 250,8 Otu0105 1,4 3,1 Otu0136 0,4 0,5
Otu0002 41,4 77,7 Otu0035 0,2 0,4 Otu0164 0,4 0,9
Otu0006 76 167,7 Otu0051 1,2 2,2 Otu0240 0,4 0,9
Otu0011 87,4 194,9 Otu0125 1,2 2,7 Otu0247 0,4 0,9
Otu0009 26 37,0 Otu0060 0 0 Otu0250 0,4 0,9
Otu0014 0,6 1,3 Otu0057 0,6 1,3
Otu0010 1 1,4 Otu0026 0,6 0,9
Otu0013 0 0 Otu0037 0,8 1,8
Otu0015 11,4 25,5 Otu0046 0,8 1,3
Otu0017 0,2 0,4 Otu0052 0,2 0,4
Otu0023 12 24,6 Otu0056 0 0
Otu0021 10 16,4 Otu0177 0,8 1,8
Otu0020 4,4 4,7 Otu0044 0,2 0,4
Otu0024 5,2 10,0 Otu0059 0 0
Otu0039 5,4 12,1 Otu0095 0,6 0,5
Otu0029 4,6 7,6 Otu0097 0 0
Otu0027 0 0 Otu0181 0,6 1,3
Otu0028 4 7,4 Otu0041 0 0
Otu0038 0 0 Otu0048 0,2 0,4
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Otu0022 2 1,7 Otu0047 0,4 0,9
Otu0045 2,8 5,2 Otu0043 0,4 0,9
Otu0031 0 0 Otu0053 0,2 0,4
Otu0082 2,2 4,9 Otu0061 0,4 0,5
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00
Otu0003 Otu0001 Otu0008
■  Group A
■  Group B
OTUs
Σχήμα 3.1.: Μέσος όρος κυριάρχων κοινών βακτηριακών ειδών κατά το Α&Β 
στάδιο έκδυσης σε ποσοστό %.
Βάση των στατιστικών παρατηρήσεων σχεδιάστηκε ένα διάγραμμα Venn 
όπου παρουσιάζονται 41 ειδή βακτηρίων κατά το Α στάδιο έκδυσης εκ των οποίων τα 
12 είναι μοναδικά για αυτό το στάδιο, ενώ κατά το στάδιο Β εντοπίζονται 57 ειδή εκ 
των οποίων τα 28 είναι μοναδικά. Βγάζοντας έναν μέσο όρο από τα πέντε άτομα που 
μελετήθηκαν σε κάθε στάδιο έκδυσης παρατηρείται ότι 29 ειδή είναι κοινά στο Α&Β 
στάδιο (Σχ.3.2.).
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Group A Group B
12 28
Σχήμα 3.2.: Διάγραμμα Venn στο οποίο παρουσιάζεται ο αριθμός ειδών που απαντώνται 
αποκλείστηκα στο στάδιο Α, των ειδών που απαντώνται στο στάδιο Β και των ειδών που 
απαντώνται και στα δυο σταδία.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
Η αμοιβαία αλληλεπίδραση μεταξύ του ξενιστή και της μικροβιακής 
κοινότητας του έντερου επιφέρει μεγάλο ενδιαφέρον για την βιολογία των υδρόβιων 
οργανισμών και για τις υδατοκαλλιέργειες. Η σύνθεση και η δομή των βακτηριακών 
κοινοτήτων εντός του εντερικού οικοσυστήματος των καρκινοειδών δεν έχει 
εξερευνηθεί πλήρως παρόλο που παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στον οργανισμό του. 
Καταρχήν παρέχουν βελτίωση της αύξησης, μέσω καλύτερης αφομοίωσης θρεπτικών 
στοιχείων τα οποία αποτελούν προϊόντα του μεταβολισμού των μικροοργανισμών. 
Επιπλέον, επειδή οι μικροοργανισμοί έχουν συνήθως ανταγωνιστικό πλεονέκτημα 
αύξησης έναντι των παθογόνων, μειώνουν σημαντικά τη θνησιμότητα από παθογόνα 
βακτήρια (Κορμάς & Μεζίτη,2011).
Σε μερικές από τις πρώτες μελέτες που είχαν πραγματοποιηθεί για το πεπτικό 
σύστημα των καρκινοειδών είχε προταθεί η έλλειψη μικροοργανισμών από τον 
πεπτικό σωλήνα ( Boyle & Mitchell, 1978 και Bignell 1984). Σχεδόν ταυτόχρονα 
όμως, οι μελέτες των Deming & Colwell (1981) και Colorni (1985) απέδειξαν την 
παρουσία βακτηρίων στο πεπτικό σύστημα των καρκινοειδών.
Η μικροοργανισμική ποικιλότητα του πεπτικού σωλήνα των καρκινοειδών 
μπορεί να διαφέρει ανάμεσα σε άτομα του ίδιου πληθυσμού που συλλέχτηκαν από 
την ίδια περιοχή (Lau et al., 2002). Οι παράγοντες που καθορίζουν τις διαφορές στη 
μικροοργανισμική ποικιλότητα παραμένουν άγνωστοι, αλλά η πιο επικρατής άποψη 
παραμένει η διαφορά σε διατροφικές συνήθειες. Ενώ μια άλλη άποψη αναφέρει ότι οι 
διαφορές στην ποικιλότητα μπορεί να οφείλονται στα διάφορα στάδια εκδύσεων 
(Dempsey et al.,1989) εξαιτίας της ανανέωσης του στρώματος χιτίνης του 
οπισθέντερου κατά την έκδυση και κατά συνέπεια την ανανέωση των 
μικροοργανισμών. Παρακάτω παρατίθεται ένας συγκεντρωτικός πίνακας ο οποίος 
αφορά έρευνες που έχουν γίνει πάνω σε υδρόβιους οργανισμούς για την ανάλυση του 
μικροβιώματος τους (Πιν. 4.1.).
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Πίνακας 4.1.: Πειράματα που έχουν εκπονηθεί σε υδρόβιους οργανισμούς με σκοπό την 
ανάλυση του μικροβιώματος τους.
Είδος Μέθοδος Αποτελέσματα Πηγή
M. rosenbergii Γαρίδες ταΐστηκαν 
με εμπορική τροφή 
και απομονώθηκε 
το γονιδιακό DNA 
από το έντερο κατά 
τα τέσσερα στάδια 
έκδυσης (A-D).
Σκοπός της
εργασίας είναι ο 
προσδιορισμός της 
ποικιλότητας και 
της αφθονίας των 
βακτηρίων που
υπάρχουν στο
πεπτικό σωλήνα
κατά το A-D 
στάδιο έκδυσης.
Ο αριθμός των 
βακτηρίων (OTUs) 
αυξήθηκε από το A­
C στάδιο. Το στάδιο 
C είχε τον
υψηλότερο αριθμό 
βακτηρίων και τον 
υψηλότερο αριθμό 
μοναδικών και
νεοεισαχθέντων 
OTUs.
Mente et al., 
(2016)
Nephrops
Norvegicus
Συλλέχθηκαν 
δείγματα 
συγκεκριμένους 
μήνες τους έτους 
σε κάθε εποχή και 
απομονώθηκαν τα 
εντερικά τμήματα 
αυτών. Έγινε
ανίχνευσης της
πλειονότητας των 
μικροοργανισμών 
μέσω της μελέτης 
των αλληλουχιών 
του 16S rRNA 
γονιδίου και η 
δομή της
βακτηριακής 
κοινότητας έγινε με 
την βοήθεια του 
προγράμματος 
ARISA.
To προφίλ ARISA 
έδειξε μεγάλη
μεταβλητότητα στον 
ιστό των εντέρων 
των δειγμάτων. Η 
σύγκριση μεταξύ
των δειγμάτων των 
εντέρων έδειξε ότι 
υπήρχαν στατιστικά 
σημαντικές διαφορές 
ανάμεσα στα
δείγματα που
συλλέχθηκαν και οι 
κοινότητες των
βακτηρίων 
διαφοροποιόντουσαν 
αναλόγως την εποχή 
και τον μήνα
συλλογής.
Meziti et al., 
(2010)
Macrobrachium
nipponense
Επιλέχθηκαν 
δείγματα από
λίμνες και ποτάμια 
του συγκεκριμένου 
είδους και όλα 
ήταν γένος
αρσενικού.
Τα αποτελέσματα 
έδειξαν ότι κυρίαρχα 
γένη είναι τα
Proteobacteria &
ακολουθούν τα
Firmicutes 
&Actinobacteria. Η
Tzeng et al., 
(2015)
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Χρη σιμοποιήθηκε 
και ένα κοντινό 
είδος γαρίδας το 
οποίο μοιάζει πολύ 
στο δείγμα για να 
γίνει ζ ύ γ ι ζ ε .
Αφαιρέθηκαν τα 
εντόσθια στα οποία 
έγινε και
μικροβιολογική 
ανάλυση με την 
βοήθεια της
πυροαλληλούχισης.
σύγκριση των δυο 
ειδών δεν έδειξε 
τόσο μεγάλη
διαφορά στις
μικροβιακές 
κοινότητες όσο
έδειξε η σύγκριση 
των ποταμίσιων
ειδών με των
λιμναίων.
Neotrypae
californiensis
Άτομα από φυσικό 
περιβάλλον 
συγκρίθηκαν με
άτομα που
παρέμειναν στο
εργαστήριο σε
συνθήκες ασιτίας 
και με άτομα που 
ταΐστηκαν με
τροφή πλούσια σε 
πρωτεΐνες για 5 
μέρες με σκοπό την 
ανίχνευση της
βακτηριακής 
ποικιλότητας με τη 
χρήση του 16S 
rRNA.
Μεγάλη διακύμανση 
στη βακτηριακή
ποικιλότητα μεταξύ 
διαφορετικών 
ατόμων. 
Ανιχνευτήκαν 
αντιπρόσωποι από 
τρεις βακτηριακές 
ομάδες,
Protebacteria (α-, γ-, 
ε-), CFB
(Cytophaga- 
Flavobacteria- 
Bacteriodetes) και 
Gram-θετικά.
Lau et al., (2002)
Pestarella
tyrhenna
Άτομα
συλλέχτηκαν από 
το φυσικό
περιβάλλον και
μεταφέρθηκαν στο 
εργαστήριο όπου 
αφού άδειασε το 
μεσέντερο της
γαρίδας με τη 
χρήση του 16S 
rRNA
προσδιορίστηκε η
βακτηριακή
ποικιλομορφία.
Τα αποτελέσματα 
έδειξαν την
επικράτηση 
φυλότυπων που
ανήκουν στο γένος 
Vibrio των γ-
Proteobacteria, αλλά 
και στο γένος
Sulfurimonas των ε- 
Proteobacteria.
Demiri et al., 
(2009)
Rimicaris
exoculata
Σε γαρίδες
υδροθερμικών 
πηγών μελετήθηκε 
το μεσέντερο και 
με τη χρήση του 
16S rRNA
Τα αποτελέσματα 
έδειξαν την
επικράτηση 
φυλότυπων που
ανήκουν στις ομάδες 
ε-Proteobacteria,
Durand et al.,2010
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προσδιορίστηκε η
βακτηριακή
ποικιλομορφία.
Defferibacteres και 
Entomoplasmatales.
Sparus aurata Άτομα τσιπούρας 
συλλέχθηκαν και 
σιτιστήκαν με δυο 
είδη συμβατικών 
τροφών για 12 
μήνες. Η μία τροφή 
ήταν συμβατική
ενώ η δεύτερη ήταν 
βιολογική. Η
Ταξινόμηση των 
βακτηρίων έγινε 
με την υπομονάδα 
16S
ριβοσωματικού 
RNA. Συγκρίσεις 
έγιναν και με 
δείγματα εντέρου 
τσιπούρας από
άγριους 
πληθυσμούς
Τα αποτελέσματα 
έδειξαν ότι τα
περισσότερα 
βακτήρια ανήκανε 
στα γένη
Proteobacteria, 
Firmicutes, 
Actinobacteria, & 
Bacteroidetes. Ο
αριθμός των OTUs 
ήταν σημαντικά
μειωμένος στα
άτομα τσιπούρας
που τράφηκαν με 
βιολογική τροφή σε 
σχέση με αυτά που 
τράφηκαν με την 
συμβατική. Το
κυρίαρχο είδος
βακτηρίου σε όλα τα 
άτομα που
εξετάστηκαν ήταν 
του γένους
Diaphorobacter. 
Ακόμα περισσότερο 
μειωμένη ήταν η 
ποικιλομορφία στα 
άγρια άτομα
Kormas et al., 
(2014)
Oncorhynchus
mykiss
Πέστροφες 
ταΐστηκαν με
συμβατική τροφή 
και απομονώθηκε 
το γονιδιακό DNA 
από το έντερο. Στα 
16 δείγματα γίνεται 
πυροαλληλούχιση 
των βακτηριακών 
γονιδίων. Σκοπός 
της εργασίας είναι 
η κατανόηση του 
ρόλου των
βακτηριακών 
κοινοτήτων εντός 
του εντέρου της 
εκτρεφόμενης 
πέστροφας
Παρατηρήθηκε ότι 
τα κυρίαρχα γένη 
βακτηρίων ήταν τα 
Acinetobacter, 
Cetobacterium, 
Pseudomonas, &
Psychrobacter. Σε 
μικρότερο βαθμό
ήταν τα γένη
Aeromonas, 
Clostridium,
Deefgea, 
Flavobacterium, 
Neptuniibacter, & 
Mycoplasma
Etyemez et al., 
(2015)
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Οι Mente et al., (2016) παρατήρησαν σε έρευνα τους πάνω στη μικροβιακή 
ποικιλότητα του εντέρου γαρίδας του είδους M. rosenbergii κατά τα τέσσερα στάδια 
έκδυσης, αύξηση των βακτηριακών ταξινομικών μονάδων (OTUs) από το στάδιο A 
έως το στάδιο C. Στην παρούσα εργασία παρατηρήθηκε το ίδιο αποτέλεσμα, όπως 
διακρίνεται και στο Σχήμα 3.2. Venn όπου ο αριθμός των OTUs αυξάνετε από το 
στάδιο Α στο στάδιο B. Ωστόσο η έρευνα των Mente et al.,(2016) παρατήρησε επίσης 
ότι το μεγαλύτερο διάρκειας στάδιο ήταν το C το οποίο εκτός από των υψηλότερο 
αριθμό OTUs είχε και των υψηλότερο αριθμό μοναδικών και νεοεισαχθέτων 
βακτηριακών ταξινομικών μονάδων. Κατά το στάδιο αυτό τα κυρίαρχα βακτηριακά 
είδη άνηκαν σε μικροοργανισμούς που εμπλέκονται με την ζύμωση και της 
επεξεργασία τροφίμων.
Οι Meziti et al.,(2012) παρατηρήσανε σε έρευνα πάνω στη δίαιτα 
καρκινοειδούς του είδους N. Norvegicus ότι οι μικροοργανισμοί εντός του εντέρου 
παρουσίασαν διάφορες εναλλαγές στις αλλαγές της εποχής το οποίο συνδέεται με το 
κατά πόση τροφή είχαν διαθέσιμη τα άτομα σε κάθε εποχή. Οι ίδιοι συγγραφείς το 
2010 είχαν αναφέρει σε παρεμφερή έρευνα που είχαν πραγματοποιήσει στην 
καραβίδα, το διάστημα Αυγούστου-Δεκεμβρίου, όπου η τροφή σπανίζει, ότι οι 
βακτηριακές κοινότητες στα άτομα καραβίδας δεν είχαν μεγάλες διαφορές. Το 
διάστημα Φεβρουαρίου-Αυγούστου οι κοινότητες βακτηρίων σιγά-σιγά άρχισαν να 
διαφοροποιούνται μεταξύ τους.
Σε μία σχετικά πρόσφατη μελέτη ελέγχθηκε η βακτηριακή ποικιλότητα του 
οπισθέντερου της N. californiensis παρέχοντας διαφορετική τροφή (Lau et al.,2002). 
Τα αποτελέσματα έδειξαν μεγάλη διακύμανση στη βακτηριακή ποικιλότητα μεταξύ 
διαφορετικών ατόμων καθώς και την έλλειψη κάποιου προτύπου που να εξαρτάται 
από τη διαφορετική διατροφή. Ανιχνεύτηκαν αντιπρόσωποι από τρεις βακτηριακές 
ομάδες Proteobacteria (α-, γ- και ε-), CFB (Cytophaga-Flavobacteria-Bacteriodetes) 
και Gram-θετικά. Στην περίπτωση της εκτρεφόμενης καραβίδας (N. norvegicus) σε 
πειραματικό στάδιο μελετήθηκαν οι βακτηριακές κοινότητες από διαφορετικές πηγές 
τροφής. Οι αναλύσεις έδειξαν ότι στο έντερο η βακτηριακή ποικιλομορφία χωρίζεται 
σε δύο ομάδες με το αν παρεχόταν στο ζώο τροφή ή όχι. Έπειτα από τρεις μήνες 
σίτισης οι καραβίδες που σιτίστηκαν, από τροφή που είχε βάση το μύδι, είχαν 
διαφορετική βακτηριακή ποικιλομορφία από ότι είχαν στο ξεκίνημα του πειράματος 
(Μεζίτη et al.2012).
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Στην περίπτωση των καρκινοειδών έρευνας έχει δειχθεί πως η βακτηριακή 
ποικιλότητα στον πεπτικό σωλήνα μπορεί να παρουσιάζει διαφορές όχι μόνο λόγω 
των διαφορετικών τροφών ή κατά τα διάφορα στάδια έκδυσης αλλά και εξαιτίας 
διαφόρων λειτουργιών του οργανισμού. Πιο συγκεκριμένα, μελέτες στο μεσέντερο 
της γαρίδας των υδροθερμίκων πηγών R. exoculata έδειξαν την επικράτηση 
φυλότυπων που ανήκουν στις ομάδες των ε-Proteobacteria, Defferibacteres και 
Entomoplasmatales (Durand et al.,2010). Στην παραπάνω μελέτη η βακτηριακή 
ποικιλότητα του πεπτικού συστήματος συνδέθηκε με την πιθανή προσφορά των 
μικροοργανισμών στη διατροφή των γαρίδων και στην αποτοξικοποίηση ουσιών 
μέσω της εμπλοκής στους κύκλους του σιδήρου (Fe) και του θείου (S).
Η σύνθεση και η δομή των βακτηριακών κοινοτήτων εντός του εντερικού 
οικοσυστήματος αποτελεί ένα ενδιαφέρον θέμα έρευνας όχι μόνο στην περίπτωση 
των καρκινοειδών αλλά και στην περίπτωση των ψαριών, ωστόσο όσο και στα 
καρκινοειδή άλλο τόσο και στα ψάρια δεν έχει εξερευνηθεί πλήρως παρόλο που 
παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στον οργανισμό του, στην υγεία του καθώς και στο 
ανοσοποιητικό του ( Etyemez et al., 2015). Ο γαστρεντερικός σωλήνας είναι ένα 
πολύπλοκο σύστημα που βοηθάει όχι μόνο την πέψη αλλά και την οσμωρύθμιση. 
Εκτός των παραπάνω παρέχει αμυντικούς μηχανισμούς απέναντι σε διάφορα 
παθογόνα που διέρχονται από αυτόν ( Ringo et al.,2016).
Οι Etyemez et al. (2015) αναφέρουν στην εργασία τους ότι στις βακτηριακές 
κοινότητες στο εσωτερικό του εντέρου ιριδίζουσας πέστροφας κυριαρχούσαν τα γένη 
Psychrobacter, Acinetobacter, Pseudomonas & Cetobacterium αν και θεωρούν ότι 
δεν είναι εύκολο να γίνουν συγκρίσεις με άλλες παρεμφερείς εργασίες καθώς 
υποστηρίζεται ότι η συγκρότηση της κοινότητα; των μικροοργανισμών στο έντερο 
των ιχθύων μπορεί να επηρεαστεί και από παράγοντες όπως ο περιβάλλον χώρος που 
αναπτύσσεται το κάθε είδος. Εκτός αυτού αναφέρει ότι τα είδη Psychrobacterspp. 
θεωρούνται ως κυρίαρχα σε ψάρια τα οποία ακολουθούν συγκεκριμένη διατροφή σε 
εντατικές καλλιέργειες.
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ
H ολοένα και ταχύτερη ανάπτυξη της εκτροφής των καρκινοειδών τα 
τελευταία χρόνια , έχει στρέψει το ενδιαφέρον των επιστημών σε έρευνες σχετικά με 
τον προσδιορισμό της βακτηριακής ποικιλότητας στον πεπτικό σωλήνα των ειδών. Η 
σύνθεση και η δομή των βακτηριακών κοινοτήτων εντός του εντερικού 
οικοσυστήματος των καρκινοειδών δεν έχει εξερευνηθεί πλήρως παρόλο που 
παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στον οργανισμό του. Καταρχήν παρέχουν βελτίωση 
της αύξησης, μέσω καλύτερης αφομοίωσης θρεπτικών στοιχείων τα οποία αποτελούν 
προϊόντα του μεταβολισμού των μικροοργανισμών. Επιπλέον, επειδή οι 
μικροοργανισμοί έχουν συνήθως ανταγωνιστικό πλεονέκτημα αύξησης έναντι των 
παθογόνων, μειώνουν σημαντικά τη θνησιμότητα από παθογόνα βακτήρια (Κορμάς 
& Μεζίτη,2011). Οι παράγοντες που καθορίζουν τις διαφορές στη μικροοργανισμική 
ποικιλότητα παραμένουν άγνωστοι, αλλά η πιο επικρατής άποψη παραμένει η 
διαφορά σε διατροφικές συνήθειες. Ενώ μια άλλη άποψη αναφέρει ότι οι διαφορές 
στην ποικιλότητα μπορεί να οφείλονται στα διάφορα στάδια εκδύσεων (Dempsey et 
al.,1989). Οι υδατοκαλλιέργειες, παρατηρώντας τα πολλαπλά οφέλη που προσφέρουν 
τα προβιοτικά, θέλουν να επενδύσουν σε αυτά με σκοπό την καλύτερη ανάπτυξη 
των ειδών κατά την εκτροφή. Ωστόσο όλες οι έρευνες βρίσκονται σε νεαρό στάδιο 
και δεν έχουν διερευνηθεί πλήρως οι μηχανισμοί των μικροοργανισμών.
Βάση των αναφορών που έχουν γίνει στην παρούσα εργασία καθώς και από 
τα παραπάνω αποτελέσματα είμαστε σε θέση να πούμε ότι είναι ξεκάθαρο πως οι 
κοινότητες των βακτηρίων στο έντερο επηρεάζονται
• α) από τα διάφορα σταδία έκδυσης των καρκινοειδών εξαιτίας της 
ανανέωσης του στρώματος χιτίνης του οπισθέντερου κατά την 
έκδυση και κατά συνέπεια την ανανέωση των μικροοργανισμών.
• β) διατροφικές συνήθειες.
Εν κατακλείδι, στην παρούσα εργασία παρατηρήσαμε αλλαγές των 
κοινοτήτων και της αφθονίας των βακτηρίων κατά το A & B στάδιο έκδυσης, αλλά 
χρειάζεται περισσότερη διερεύνησαν για το πεπτικό σύστημα των καρκινοειδών και 
πως αυτό διαμορφώνει την βακτηριακή κοινότητα και στα υπόλοιπα σταδία έκδυσης 
καθώς και την επίδραση των μικροοργανισμών στον ίδιο των οργανισμό.
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